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两种亚型：PLD1 和 PLD2。多种癌症中均伴有 PLD 的异常表达和活化现象，虽
然大量文献报道 PLD 涉及参多种类型肿瘤的进程，但是，对 PLD 的调控和作用
机制我们仍所知甚少。Wnt/β-catenin 信号通路的异常活化以及靶基因的过度活化
与多种癌症相关。最新研究揭示 PLD 作为 β-catenin/T-cell factor (TCF)的转录靶
标，并通过 PLD 强化细胞的增殖和转移。然而，对 Wnt 信号通路参与 PLD 的作
用机制的报道还比较少。本课题将以这一方向展开研究，继续深入探讨 PLD 与
Wnt 信号通路之间的关系。我们以体外培养的人结肠癌细胞系 KM12C、
KM12SM，PLD 稳定转染细胞株和裸鼠荷结肠癌模型为研究对象，对 PLD 的生
物学功能以及调节机制进行了较为深入的探讨，尤其是探讨 PLD 与 Wnt 信号通
路在诱导细胞增殖和侵袭中的作用机制。 
我们首先采用 MTT 法分别测定两种细胞系经 PLD 质粒转染 24 h 后的细胞
增殖存活率。结果表明，PLD 对 KM12C 和 KM12SM 细胞具有明显的存活促进
作用。为了探讨 PLD 是否具有诱导人结肠癌细胞迁移的能力，我们首先采用细
胞划痕实验，观察到 PLD 可以有效诱导 KM12C 和 KM12SM 细胞发生迁移。同
时，我们还用 western blot 检测了 PLD 对 β-catenin 蛋白在细胞核和细胞浆内的表
达变化的影响。结果发现在 PLD 过表达的 KM12C 和 KM12SM 细胞中 β-catenin
蛋白在细胞核内的表达水平均明显提高，细胞质中的 β-catenin 蛋白表达水平降
低。进而我们观察经不同浓度 PLD 质粒转染的 KM12C 细胞中 Wnt 下游基因
c-Myc 和 cyclinD1 的细胞全蛋白表达水平。结果显示，c-Myc 和 cyclinD1 的蛋白
表达量随着 PLD 的表达增多而升高，而 β-catenin 蛋白表达的变化不明显。接着，
我们构建了高表达 PLD 的人结肠癌细胞 KM12SM 稳定转染细胞株，为了进一步
的探究 PLD 在结肠癌细胞中的作用机制，我们分别采用了 MTT、Realtime PCR、















的生物学功能和 Wnt 信号通路活性的变化情况。MTT 的结果显示稳转株细胞增
殖率较对照组细胞显著提高；Realtime PCR 和荧光素酶报告基因实验的结果显
示，稳转细胞株中 Wnt/β-catenin 的转录活性显著提高，靶基因 c-Myc、cyclinD1
的 mRNA 表达水平也明显上升；transwell 细胞侵袭实验和 western blot 的结果显
示，稳转细胞株中 MMP2 和 MMP9 的全蛋白表达水平以及细胞迁移、侵袭能力
均显著提高。最后，建立裸鼠移植瘤模型，证实高表达 PLD 可以在裸鼠体内促
进人结肠癌 KM12SM 细胞的增殖生长，并同步观察到肿瘤组织中 β-catenin 蛋白
在细胞核内的表达显著提高，Wnt 信号通路下游基因 c-Myc、cyclinD1 和细胞增
殖标志蛋白 PCNA、Ki67 的表达水平均明显增强。        
综上所述，本论文的研究结果证实了 PLD 具有促进人结肠癌细胞的存活增
殖及细胞迁移、侵袭的能力，并且显示 PLD 通过提高 Wnt 信号通路的活性促进
人结肠癌细胞增殖和转移，促进 β-catenin 蛋白入核进而转录活化 Wnt 信号通路
靶基因的表达可能是其调节结肠癌细胞增殖和转移的分子机制之一。通过这些研
究，较为详细地阐明了 PLD 在体内外对人结肠癌细胞存活增殖的促进作用与机
制，为以 PLD 为靶点的肠癌药物开发奠定理论基础。 
 





















Colorectal cancers is one of the most common gastrointestinal malignancy, the 
incidence rate of colorectal cancers is the forth in malignant tumors over the world, 
which is a serious threat to human health. In recent years, the incidence of colorectal 
cancers continued to show a rising trend. Phospholipase D(PLD) has emerged as a 
regulator of several critical aspects of cell physiology. Two mammalian PLD genes 
have been reported：PLD1 and PLD2. There are abnormalities in PLD expression and 
activity in many human cancers, a large number of studies showed that PLD has been 
implicated in progression of variety carcinoma. But the mechanism remains poorly 
understood. Aberrant activation of Wnt/β-catenin signaling, followed by 
hyper-activation of target genes, is linked to a wide range of cancers. New studies 
reveal PLD is a transcriptional target of β-catenin/T-cell factor (TCF) and reinforces 
Wnt/β-catenin signaling related with cellular transformation. However, the depth 
relationship between Wnt signaling and PLD remains incomplete. In this study, 
human colon carcinoma cell lines KM12C、KM12SM, PLD stable transfected cell 
lines and the model of human colon carcinoma xenograft in nude mice were studied to 
investigate the effect of phospholipase D on colon cancers and especially to find the 
effect of phospholipase D on Wnt-mediated proliferation pathway and migration 
pathway.  
First of all, we determined the viabilities of the cell lines tranfected with PLD 
plasmids for 24 h. The results show that PLD can significantly increase the viabilities 
of human colon carcinoma cell lines KM12C and KM12SM. We did the wound 
healing assays to investigate whether PLD can induce human colon carcinoma cells 
migration. We found that PLD induced KM12C and KM12SM cells migration after 
transfected PLD plasmids for 48h. We also found that PLD significantly increased 
expression of β-catenin in nucleus in KM12C and KM12SM cells, and also increased  
expression of c-Myc and cyclinD1. Then we build the PLD stable transfected cell 
lines and use the MTT assay, realtime PCR, luciferase reporter gene assay and cell 
invasion assay to detect the biological function of PLD stable transfection cells. We 
found that in PLD stable transfected cells, the activity of Wnt singaling were higher 















ability were also increased. Finally, we found that PLD increased the proliferation of 
KM12SM and the expression of genes related to cell proliferation and target genes of 
Wnt signaling in tumor tissues.  
Conclusions: our studies confirm that phospholipase D can increase cell 
viabilities, induce cell migration and invasion, and clarify that phospholipase D 
induced cell proliferation and tumor metastasis via overexpress β-catenin in nucleus 
and activate Wnt signaling pathway in KM12C and KM12SM cells. This study may 
provide the molecular basis for anticancer agents targeting phospholipase D. 
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第 1 章 引言 
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第 1 章 引言 
如今，恶性肿瘤已成为当今世界危害人类健康最严重的疾病之一。据国际癌
症研究组织(IARC)报道，全球 2008 年新发肿瘤病人 1266.7 万余人之多，单体在
75 岁之前患肿瘤的危险性高达 18.7%，仅 2010 年肿瘤死亡病例就达到 757.15 万
人。而在我国恶性肿瘤年龄标化发病率排名前六位中，消化道恶性肿瘤占据了“半
壁江山”，高于世界平均水平。国内 2008 年恶性肿瘤发病率为 299.12/10 万(男性
330.16/10 万，女性 267.56/10 万)，死亡率为 184.67/10 万(男性 22.14/10 万，女性
140.48/10 万)[1]。肿瘤的名称根据发生的部位不同来命名，已经发现有 100 多种
不同部位的肿瘤组成，其中消化道肿瘤包括食管癌、胃癌、结直肠癌。2008 年
Globcan 资料显示，结直肠癌、胃癌及食管癌分列各肿瘤年龄标化发病率的第 4、
6、9 位，而年龄标化死亡率食管癌、胃癌、结直肠癌则分列第 5、4、3 位。由
此可见，消化道肿瘤的防治在肿瘤防治中占据举足轻重的地位。 
结肠癌是消化道中最常见的恶性肿瘤之一[2]，发病年龄以 40～70 岁最多见。
我国结直肠癌 2008 年新发病例 231313 例，年龄标化发病率为 14.2/10 万；死亡
















































和 PLD2。PLD1 全长 1074 个氨基酸，主要分布于细胞核外周高尔基体膜、溶酶
体膜以及内质网膜上，活力受多种分子调节，包括磷脂酰肌醇 4,5-二磷酸(PIP2)、
蛋白激酶 C(PKC)、小 CTP 酶家族成员(如 ARF 及 Rho 因子)等。PLD2 全长 933
个氨基酸，与 PLD1 有 50%左右的同源性，在体外具有相对高的基础活性，活力
部分的受到 PKC 的调节，能够被 PIP2、ARF6、佛波酯 (phorbol myristate 
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1.1.1 PLD 的生物学功能 
PLD 具有多种细胞生理功能，包括细胞内蛋白质转运、细胞骨架动力学、
膜的重塑和细胞增殖。PLD 催化水解磷脂酰胆碱(phosphatidyl-choline, PC)生成磷
脂 酸 (phosphatidic acid, PA) 和 胆 碱 ， PA 能 被 磷 脂 酸 磷 酸 酶
(phosphatidatephosphatase, LPPs)水解生成甘油二酯(diacylglycerol, DAG)，或者在
磷脂酶 A2(phospholipase A2, PLA2)的作用下生成溶血磷脂酸(Lysophophatidic 
acid, LPA)。PA 和 DAG 作为体内重要的第二信使参与一系列信号通路级联反应。
PA 具有膜锚的功能，通过酪氨酸残基的磷酸化将 Raf-1 募集至胞膜，Raf-1 募集
至胞膜是丝裂原激活的蛋白激酶(protein kinase, MAPK)信号级联反应活化过程
中关键的一步，并且 MAPK 信号级联反应及 mTOR 的活化均能提供一种促有丝
分裂信号，这可能与部分肿瘤的发生、发展过程密切相关。并已有报道证实诸如
在炎症吞噬作用、糖尿病、原癌基因及癌细胞转移等多种疾病中都存在 PLD 活
化和 PA 增高过程[6]。 
大部分 PLD 靶蛋白都被证实与细胞增殖和癌细胞转移有关。研究表明, 
PLD1 和 PLD2 均可通过提高酪氨酸激酶活性抑制细胞凋亡, 并可与酪氨酸激酶
协同参与细胞转化。PLD2 通过募集 Raf 以提供生长信号，使细胞通过细胞周期
检测点，抑制细胞凋亡。由于 PLD 在肿瘤发展中具有重要作用，PLD 抑制剂成
为潜在的抗癌药物。异构选择或双特异性的小分子 PLD 抑制剂目前已经被发现
和确认[7,8]。PLD 抑制剂在乳腺癌和结肠癌模型中能够降低癌细胞的浸润和锚定
非依赖性转移[7,9]。故 PLD 抑制剂因其直接或间接抑制 PLD 功能而具有癌症治疗
的潜力。 
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